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研究成果の概要（和文）：ADAM28 (a disintegrin and metalloproteinase 28)は癌細胞の増殖・転移に重要な役割を
果たしている。本研究では、肺癌治療を目指してヒト型抗ADAM28抗体(211-14)を開発した。211-14抗体は、ADAM28高発
現ヒト肺腺癌細胞株(PC-9)の細胞増殖を濃度依存的に抑制した。また、PC-9 ffLuc-cp156細胞をマウスの尾静脈内注入
3週後に抗体治療を開始した実験では、肺内腫瘍増殖と全身転移の有意な遅延がみられ、平均生存期間も11週延長した
。ヒト型抗ADAM28抗体211-14は、ヒト肺癌の分子標的治療薬剤として応用できる可能性が期待される。

研究成果の概要（英文）：ADAM28, a member of the ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) gene family, 
plays an important role in cancer cell proliferation and metastasis. In the present study, we screened 
Human Combinatorial Antibody Library by phage display panning and　obtained antibodies (211-14 and 
211-12) against ADAM28. Tumor growth and metastasis of the lung tumors after intravenous injection of 
PC-9 ffLuc-cp156 lung carcinoma cells were significantly inhibited by the antibody treatment, improving 
survival rate of the mice. These data indicate that our antibodies 211-14 and 211-12 neutralize ADAM28 
activity and antibody 211-14 inhibits cancer cell proliferation and metastasis in vivo. The antibodies 
could be used as an ADAM28 inhibitor for clinical application to treat the patients with lung or breast 
carcinoma in the future.

研究分野： 癌細胞増殖・転移、メタロプロテアーゼ、細胞外マトリックス
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１．研究開始当初の背景 

ADAM（a disintegrin and metalloproteinase）分

子は、メタロプロテアーゼドメインを共有す

るMMP（matrix metalloproteinase）の近縁遺

伝子ファミリーである。ヒトでは、21種類の

ADAM分子がクローニングされており、その

うち13種類がメタロプロテアーゼ活性を持

つとされている。ADAMは、細胞膜上の増殖

因子・レセプター・細胞接着分子のshedding、

細胞外マトリックスの分解、インテグリンへ

の結合などによる細胞の接着・運動・増殖に

関わる多機能分子であり、MMPと同様に癌

細胞の増殖・浸潤・転移への関与が示唆され

ている（Cancer Sci 98:621-628, 2007; Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 

8 :245-257,2007; Curr . Phram. Des. 15:2349-2358, 2009）。 

 申請者は、これまでにヒト乳癌組織におい

てメタロプロテアーゼ型ADAM分子を網羅

的にスクリーニングし、ADAM28 が癌細胞

で選択的に高発現し、癌細胞の増殖と正の

相関を示すとともに、 insulin-like growth 

factor binding protein-3 (IGFBP-3)の分解によ

る insulin-like growth factor-I (IGF-I)活性亢進

により乳癌細胞増殖を促進することを実証

し て き た (Biochem.Biophys.Res.Commun.315:79-84,2004 ；

Cancer Res.66:9913-9920,2006)。また、yeast two-hybrid 

法を用いたADAM28の結合タンパク質の探

索から、ADAM28 の基質として connective 

tissue growth factor (CTGF) を 見 出 し 、

ADAM28 が CTGF/ vascular endothelial 

growth factor (VEGF)複合体のうち CTGF を

選択的に分解し、遊離した VEGF が血管新

生 を 促 進 す る こ と を 最 近 証 明 し た
(Biochem.Biophys.Res.Commun. 402:651-657,2010)。さらに、

ADAM28を検出する高感度ELISA法を開発

し、ヒト肺癌患者検体では癌組織・血液・

尿で検出され、血中 ADAM28 のレベルが肺

癌の臨床病期、リンパ節転移、再発と正の

相関を示すことから、本 ELISA 系が肺癌の

診断やモニター法として有望であることを

見出している（Int.J.Cancer 127:1844-1856, 2010）。一方、

バイオイメージング法を用いた実験的肺転

移マウスモデルでの検討から、抗ヒト

ADAM28 マウスモノクローナル抗体

(297-2F3)処理によりヒト肺癌細胞株の肺転

移を有意に抑制し、ADAM28 が癌細胞転移

に関与する可能性を in vivo の実験系で証明

してきた(J. Natl. Cancer Inst. 104:906–922, 2012)。これ

らのことから、ADAM28 は、ヒト癌細胞の

増殖・浸潤・転移に深く関与する分子であ

り、ADAM28 を標的とした完全ヒト型活性

阻害抗体の開発を計画した。 
 
２．研究の目的 

これまでの我々の研究から ADAM28 の基質

としては、IGFBP-3、CTGF、 Von Willebrand 

factor (VWF) (J. Natl. Cancer Inst. 104:906–922, 2012)が

知られている。これらの分子は、肺 cDNA

ライブラリーの網羅的スクリーニングによ

って見出された分子であり、癌組織や癌細胞

株を探索した研究はない。ADAM の酵素活

性は遺伝子発現のみならず細胞表面での活

性化によって制御されているが（Curr. Pharm. Des. 

15:2349-2358, 2009）、ADAM28 の活性調節因子に関

する情報は全くない。先行する MMP 研究分

野では、国内外で低分子インヒビターが開発

されたにも関わらず臨床応用には到達でき

なかった。現在、唯一臨床治験に残っている

候補はヒト型 MT1-MMP 抗体であり、本抗

体インヒビターは膵癌などの治療おいて有

望と期待されている。ヒト型抗体は特異性と

生体内での持続性において優れており、低分

子化合物インヒビターより優位にある。しか

し、これまでに ADAM 分子に対するヒト型

抗体を開発したとの報告はない。一方、

ADAM28 は癌細胞にかなり特異的に発現す

るが、ヒトの生理的な組織における低レベル

な発現も推定され、活性阻害による副作用出

現の可能性も考えられることから、生理的組

織での発現や機能解析は重要である。 

ADAM28 には膜型 ADAM28m と分泌型

ADAM28s から構成されている。他の研究グ



ループが報告した結晶構造解析(EMBO J. 25: 

2388-2396, 2006)や我々の binding  assay データ
(Biochem.Biophys.Res.Commun. 402:651-657, 2010)から、

ADAM28 による基質分解には本分子のシス

テインリッチドメイン(CR)にある

hypervariable region (HVR)と基質との結合が

重要と考えられている。そこで、本研究では、

ADAM28 の HVR との結合を利用したプロテ

オーム解析技術により、ヒト肺癌組織と癌細

胞株における ADAM28 の新規基質と活性調

節因子を機能性ナノ磁性微粒子と免疫沈降

法でスクリーニングし、候補分子の ADAM28

による分解や活性化への作用を検討する。ま

た、ADAM28 に対する標的治療薬の開発にお

いては、150 億種類のヒト型抗体を Fab の形

でファージ表面に提示する抗体ライブラリ

ーhuman combinatorial antibody library 

(HuCAL)をスクリーニング、ADAM28 に対す

る候補抗体を選択し、特異的に活性を阻害す

る完全ヒト型抗体を獲得する。さらに、本抗

体を用いて肺癌細胞の増殖・浸潤・転移抑制

効果を検討し、ADAM28 を分子標的としたヒ

ト肺癌の治療法開発のための基礎的研究を

行う。一方、ADAM28 活性抑制よる副作用へ

の対処のために、生理的なヒト組織における

ADAM28 の発現と機能解析を行う。 

本研究での具体的な研究課題は、下記の 2

点にまとめることができる。 

(1) ファージディスプレイ法を用いた完

全ヒト型抗ADAM28抗体の作製、特性

解析及び肺癌細胞の増殖・浸潤・転移

能の抑制効果の検討 

(2) ヒト生理的組織におけるADAM28の

発現と機能解析 
 
３．研究の方法 

1. ファージディスプレイ法を用いたヒト型

ADAM28 抗体のスクリーニング：活性型

ADAM28 を抗原として、ヒト型抗体のスクリ

ーニングをジーンフロンテイア社に依頼す

る。これまでに得られた 6 種類の抗体に対し

ては、ADAM28 の認識部位を確認するために、

ADAM28 の分割リコンビナントタンパク質

のPro/MPとDis/CR/Ssを用いてイムノブロッ

ト法で検討する。また、本ヒト型抗体が他の

ADAM 近縁遺伝子ファミリーの MMPs 

(MMP-1、2、3、7、9、13)や ADAMs(ADAM9、

10、12、15、17)、 ADAMTS4、ADAMTS5

との交差反応の有無をイムノブロット法に

より検討する。 

2. ヒト型ADAM28抗体によるADAM28酵素

活性阻害実験とNOD-SCIDマウスを用いた

ヒト癌細胞の増殖能・転移能の抑制効果の検

討 : ADAM28 の 基 質 で あ る 125I- 標 識

IGFBP-3(Cancer.Res.66:9913-9920,2006 と CTGF 
(Biochem.Biophys.Res.Commun. 402:651-657,2010)を用いて、

活性型ADAM28とヒト型抗ADAM28抗体と

インキュベーションし、分解抑制効果を検討

する。ADAM28活性抑制抗体については、

PC-9細胞におけるIGF-I誘導性増殖抑制効果

をBrdUの取り込みとMIB-I (Ki-67)の免疫組

織染色で検討する。PC-9細胞でルシフェラー

ゼを恒常的に発現させたPC-9Venus-Luc作製に

よる癌転移モデルを確立している(J. Natl. Cancer 

Inst. 104:906–922, 2012)。本転移モデルでのヒト型

抗ADAM28抗体もしくはコントロールIgGを

腹腔内投与により、IVISを用いて肺転移を経

時的にモニターし、両群における肺転移能と

転移腫瘍の大きさを比較・検討する。さらに、

マウス癌転移組織の病理組織標本を作製し、

ADAM28 の発現レベルと癌細胞増殖度 

(MIB-I陽性インデックス)、浸潤形態の特徴を

比較・検討する。 

3. 正常組織における ADAM28 の発現・局在

の検討と機能解析：解剖例及び手術検体より

正常組織を採取し、パラフィン切片を用いて、

分泌型と膜型 ADAM28 発現・局在を抗

ADAM28 マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体

(297-2F3) (Int. J.Cancer 118: 263-273,2006) と抗ヒト

ADAM28m 抗体(Abcam 社)用いて免疫組織染

色により検討する。また、ADAM28 の mRNA



レベルとタンパク質発現レベルを RT-PCR と

イムノブロット法により検討する。さらに、

ヒト癌組織と正常組織における ADAM28 の

タンパク質産生レベルを当研究室で作製し

た ELISA 法(Int. J. Cancer.127:1844-1856, 2010)により解

析し、正常組織での発現レベルを乳癌や肺癌

組織のそれと比較・検討する。 

 

４．研究成果 

本研究では、ファージディスプレイ法を用い

た ヒ ト 型 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー (Human 

Combinatorial Antibody Library: Hucal)により、

6種類のヒト型ADAM28候補抗体をスクリー

ニングし、そのうち 2 個のクローン(211-14

と 211-12)は、ADAM28 を特異的に免疫沈降

することを証明した。クローン 211-14 (IgG1) 

は、イムノブロット法によりリコンビナント

ADAM28 を認識し、他の ADAM (ADAM9, 10, 

12 and 17), ADAM with thrombospondin motifs 

(ADAMTS1, 4 and 5) あ る い は  matrix 

metalloproteinase (MMP-1, 2, 3, 7, 9 and 13)な

どとは交差反応しなかった。Epitope mapping

解析により、211-14 抗体のエピトープは

ADAM28 のシステインリッチドメインと分

泌 型 特 異 的 ド メ イ ン の 連 結 部 位

(517TELWGPGRRTNP528)にあることが明らか

となった。 211-14 抗体は、ADAM28 による

insulin-like growth factor-binding protein 3 

(IGFBP-3)の分解を阻害し、ADAM28 高発現

ヒト乳癌細胞株(MDA-MB231 細胞)の IGF-I

誘導性細胞増殖を抑制した。一方、クローン

211-12 (IgG1)は、イムノブロット法には使用

できないものの、ADAM28 の IGFBP-3 分解

活性と IGF-I 誘導性細胞増殖を抑制した。癌

細胞増殖・転移への作用を調べるために、

Venus-Luciferase キメラ遺伝子を導入した乳

癌 と 肺 癌 細 胞 株 (MDA-MB231ffLuc-cp156 と

PC-9 ffLuc-cp156)を用いて、NOD/SCID マウス乳

房皮下脂肪組織移植による増殖自然転移モ

デルと尾静脈内注入による肺転移モデルで

の 211-14 抗体の作用を検討した。その結果、

MDA-MB231 ffLuc-cp156細胞では、抗体処理によ

り局所での癌細胞増殖が有意に抑制された。

また、各臓器への転移率を ffLuc-cp156 の

RT-PCR で検討したところ、対照 IgG 投与群

(n=10)での肺(50%)、心臓(50%)、肝臓(60%)、

腎臓(70%)、脳(10%)への転移率は、211-14 抗

体投与群(n=10)においてそれぞれ肺(10%)、心

臓(0%)、肝臓(10%)、腎臓(30%)、脳(10%)と

抑制された。PC-9 ffLuc-cp156 細胞尾静脈内注入

の肺転移も 211-14 抗体投与により有意に抑

制された。また、PC-9 ffLuc-cp156 細胞を注入 3

週間後の肺転移が進行した状況下で 211-14

抗体を投与すると、肺転移の遅延とマウスの

生存期間がコントロール抗体投与群では移

植後 17 週ですべて死亡するのに対し、211-14

抗体投与群では 28 週まで延長した(図 1)。 

以上より、我々が開発したヒト型 ADAM28

活性阻害抗体は、ADAM28 分子標的治療薬剤 

として応用できる可能性が期待される。 

 

  
 

図 1. PC-9ffLuc-cp156 細胞尾静脈注入 3 週後に

211-14 抗体で治療すると全身転移の有意な

抑制が見られ、平均生存率期間が 11 週間延

長した。 

 

また、ADAM28 のヒト正常組織における発現

と機能解析を行ったところ、ADAM28 は精巣

上体、気管支、胃などの上皮細胞に発現して

いた。一方で、脾臓やリンパ節などのリンパ

球には陰性であることが明らかとなった。 
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